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其是胰腺 B 细胞内葡萄糖诱导的胰岛素分泌过程起着关键作用，也是该类 2 型糖尿病患者致
病的关键基因。 
本课题的主要研究内容就是进一步对 IG20/MADD参与胰腺B细胞胰岛素分泌过程的分子
机制进行深入研究。一方面，我构建了一系列人 KIAA0358 这一 IG20/MADD 基因剪接异构
体的不同标签融合表达质粒，并最终利用腺病毒表达系统在Min6 细胞系上实现了 KIAA0358
的高效过表达，并对其在葡萄糖刺激的胰岛素分泌过程中的影响进行了分析；另一方面，我对
小鼠内源 IG20/MADD 进行了基因沉默（利用 siRNA 和慢/腺病毒介导的 shRNA 系统）以及
利用 CRISPR-Cas9 技术系统来对Min6细胞内源 IG20/MADD基因进行编辑。其中，后者经测
序验证已经成功鉴定出目的序列发生核苷酸丢失和移码突变的细胞克隆，课题已经取得重要成
果。 
动物实验方面，我们用购买的 Ins2ERT-CRE工具鼠与之前的 IG20/MADD 基因修饰的 Flox 
小鼠进行交配、繁殖和扩大饲养，成功得到了胰腺 B细胞特异性、他莫昔芬（Tamoxifen）诱
导性 CRE表达的 IG20/MADD KO小鼠。连续 5 天腹腔注射 40 mg/kg Tamoxifen后，从第 
7~10 天开始 KO 小鼠血糖水平逐渐上升并可高达 300 mg/dL，并持续到我们观察的 3个月左






















Pancreatic β-cell dysfunction is a common feature of type 2 diabetes. Earlier, we had generated 
IG20/MADD conditional knockout (KMA1ko) mice. Deletion of IG20/MADD in β-cells resulted in 
hyperglycemia and glucose intolerance associated with reduced and delayed glucoseinduced insulin 
production. These findings indicated that IG20/MADD plays a critical role in glucose-induced 
insulin release from β-cells and that its functional disruption can cause type 2 diabetes.  
My study is to make clear the molecular mechanism of how loss of IG20/MADD function can 
affect insulin release.In one hand, I constructed a series of expression plasmids of KIAA0358, a 
splicing variant of IG20/MADD, with different tags like GFP, Flag, T7-tags. Especially, the Flag- 
and T7-tagged KIAA0358 were later expressed in Min6 cells via adenovirous-mediated infection 
system, and the changes of insulin secretion stimulated by high glucose-KRH buffer were analyzed. 
In another hand, several IG20/MADD gene knockdown and knockout assays were carried out using 
specific siRNAs, shRNAs and CRISPR-Cas9 system on Min6 cells. Finally, one cell clone (3-7) 
were validated by sequncing that succesfully edited the target sequnce.  
We also re-establised the KMA1ko mice by crossing KMA1 Flox+/+ mice with heterozygous 
(het; Ins2-cre/Esr1)1Dam/J mice (The Jackson Laboratory). To delete IG20/MADD gene, 40 
mg/kg/day tamoxifen in 100 mL peanut oil was injected intraperitoneally into the peritoneum of 4- to 
5-week-old mice for 5 days. Series of assays such as Western blot, QPCR, GTT, ITT, islet isolation 
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1、引言 
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成成熟的胰岛素（Insulin）和 C肽（Connecting peptide）（Fig. 2），并同时释放入血液 (6)。
成熟的胰岛素由 51个氨基酸残基组成，其中 21肽的 A链和 30肽的 B链间由两个二硫键
相连，分子量为 5808 (7)。血液中的胰岛素以与血浆蛋白结合和游离的两种形式存在，二者
间保持动态平衡。只有游离形式的胰岛素才具有生物活性。胰岛素在血液中的半衰期仅 5~6 
min。正常人空腹状态下，血清胰岛素浓度为 35~145 pmol/L，C肽为 1000 pmol/L。由于 C
肽与胰岛素的分泌量呈平行关系，因此测定 C肽含量也可反映 B细胞的分泌功能。 
 


































前胰岛素原（Preproinsulin）自粗面内质网（Rough Endoplasmic Reticulum, RER）合成
并经信号肽酶剪切形成胰岛素原(Proinsulin) (9)。胰岛素原随后被转运到反式高尔基体
（Trans-Golgi Network, TGN）并通过分选途径装配进入初级分泌小泡（Sorting for entry）（Fig. 
3）。初级分泌小泡进一步去除网格蛋白以及其他非必要成分形成次级分泌小泡（Sorting by 
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血糖水平升高时，胰岛素分泌增加使血糖水平降低，当血糖为 300 mg/100 ml时达最大分泌
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梢释放去甲肾上腺素，后者作用于 B细胞的 α2受体，抑制胰岛素的分泌 (20)。 
1.4 胰岛素分泌缺陷与 2型糖尿病 
长期以来研究认为，外周组织对胰岛素抵抗 以及胰腺 B 细胞胰岛素分泌缺陷是引起 2
型糖尿病的重要原因 (15)。B 细胞胰岛素分泌可分为基础（也称夜间分泌）分泌和接受葡
萄糖刺激后（餐后）分泌。后者一般分两个时相：第一时相，又称快速分泌时相，其峰值
出现在 B 细胞受葡萄糖刺激后一分钟内; 第二时相，又称慢速分泌相，往往在刺激数分钟
后出现一个缓慢而持久的分泌峰。目前认为葡萄糖诱导的胰岛素分泌缺陷，尤其是第一时
相的分泌缺陷在 2型糖尿病发生中起着重要作用 (21)，但是其机理尚未阐明。 
2、课题研究基础 
2.1 葡萄糖依赖的胰岛素分泌过程 
首先，血液中的葡萄糖由表达于胰腺 B细胞质膜上的葡萄糖转运蛋白 2 （GLUT2）转
运进入细胞内，随后通过糖酵解以及线粒体 ATP 能量产生途径提高细胞质内的 ATP/ADP
比率，引发 ATP-敏感型钾通道（KATP channel）关闭，使细胞膜去极化并进一步导致电压依
赖型钙通道（Voltage Dependent Calcium Channels, VDCC）开放，胞外钙离子大量内流，最
终促进胰岛素分泌囊泡与细胞质膜融合，释放胰岛素（Fig. 4） (22)。 
 
Fig. 4 葡糖糖刺激的胰岛 B细胞分泌胰岛素过程。（图片引自 Pia V Röder et al. Experimental & Molecular 
Medicine (2016) 48, e219） 
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2.2 IG20/MADD与胰岛素分泌 
由于科研历史原因，DENN（for Differentially Expressed in Normal and Neoplastic cells）、




体（IG20pa, KIAA0358, MADD, IG20-SV2, DENN-SV和 IG20-SV4）（Fig. 5），并且它们在
不同组织细胞内表达水平差异很大，也暗示了不同剪切异构体可能具有各自独特的功能 
(23,24)。其中，MADD 和 DENN-SV广泛表达于各种组织和细胞，并在多种人肿瘤和癌细
胞系中高表达 (25)。MADD 是磷酸激酶 AKT 的底物，在 TRAIL (Tumor necrosis factor 
(TNF)-related apoptosis-inducing ligand)以及 TNF-α诱导的细胞凋亡中起负调控作用，对癌细
胞的生存至关重要 (26-28)。IG20pa通常也被认为是促凋亡基因，常作为肿瘤抑制因子发挥
功能；DENN-SV 则与之相反，属于一种原癌基因，具有促进肿瘤细胞增殖的作用 (29)。
KIAA0358 和 IG20-SV4 则更多的表达于神经元和神经内分泌组织，在调控神经递质和神
经元存活方面起重要作用(23,30,31)。 
 
Fig. 5 人 IG20六种不同剪切异构体结构示意图。（图片引自 Liang Cheng Li et al. Cancer Res (2008) 68: (18) 
7352-7361.） 
2.3 IG20/MADD基因敲除（KMA1 KO）小鼠 
前期研究中，李良成老师及其团队利用 Cre-LoxP系统构建了可诱导性的胰腺 B细胞内
特异性 IG20/MADD基因敲除（KMA1 KO）小鼠模型 (24)，发现该基因的敲除可导致胰腺
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B细胞对葡萄糖刺激的 insulin分泌缺陷，进而导致小鼠高血糖症和 2型糖尿病的表型（Fig. 
6）。表明 IG20/MADD 基因在调节胰岛细胞功能，尤其是胰腺 B 细胞内葡萄糖诱导的胰岛
素分泌中起着关键作用。进一步研究显示，IG20/MADD基因敲除导致胰岛素囊泡的动态转




Fig. 6 条件性胰岛 B细胞 IG20/MADD基因敲除小鼠（KMA1 ko）表现出高血糖症。（图片引自 Liang 
Cheng Li et al. Diabetes (2014) 63:1612–1623.） 
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Fig. 7 KMA1 ko小鼠表现促胰岛 B细胞内葡糖糖刺激的胰岛素分泌缺陷，但并不影响 Ca离子的内流。（图
片引自 Liang Cheng Li et al. Diabetes (2014) 63:1612–1623.） 
 
2.4 IG20/MADD与 Rab3A以及 Rab27A 
有研究表明，在人 IG20/MADD的诸多剪接异构体中，KIAA0358是与之前在大鼠组织
和细胞系中研究证实的 Rab3的鸟嘌呤核苷酸置换因子（Rab3 Guanine nucleotide Exchange 
Protein, Rab3GEP）同源性最高的异构体 (32)。并且，Rab3GEP同时也是Rab27A的GEP (33)。
而 Rab3A和 Rab27A 是多种细胞内囊泡转运相关过程中的关键调节蛋白，尤其是也参与了
胰岛 B 细胞葡萄糖刺激的胰岛素分泌过程的多个环节 (34-37)。如 GTP-结合型 Rab3A 和
Rab27A 存在于胰岛素分泌囊泡膜表面，参与囊泡的胞内运输和胞吐作用 (38,39)。Rab3A
基因敲除小鼠表现出第一时相胰岛素分泌缺陷 (40)；Rab27A基因突变小鼠（Ashen mice）
胰腺 B细胞内胰岛素分泌囊泡的准备释放池（Readily Releasable Pool, RRP) 向立即释放池
（Immediately Releasable Pool, IRP）动态转运过程受损，进而影响胰岛素分泌囊泡向细胞膜
的募集和锚定 (38,41)。这些研究结果表明 Rab3A和 Rab27A可能分别调控着 B细胞中胰岛
素分泌囊泡的转运、向细胞膜的募集和锚定以及融合与外排的过程。因此，我们推测
IG20/MADD基因有可能通过发挥 Rab3A 或 Rab27A 的 GEP功能调节胰岛素分泌，而这一
功能的缺失可能是导致 KMA1 KO小鼠胰腺 B细胞对葡萄糖刺激的胰岛素分泌缺陷的主要
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